TGF-β-Smad3 pathway activates Sox9-dependent chondrogenesis by Furumatsu, Takayuki et al.
95
緒　　　言
　筋骨格系の構築は間葉系幹細胞（mesenchymal stem 
cell, MSC）の分化により制御されており，これまでに
MSCから軟骨・骨・筋・腱・靭帯・半月板・滑膜・
脂肪組織が誘導されることが確認されている1ﾝ4)．軟骨
の発生・成熟から骨組織への置換という秩序だった骨
格形成においては，MSCが凝集塊を形成し，さまざま
な転写因子と成長因子が各分化段階において複雑に作
用することが重要である．中でも，MSC凝集後の軟骨
細胞分化初期段階において，その主要なDNA結合型
転写因子とされる Sry-type high-mobility-group box
（Sox）を中心とした転写制御機構は重要な役割を担
う 5)．また，成長因子 transforming growth factor 
(TGF)-βも，軟骨細胞分化の促進に必須とされる5)．
これまでに我々は，転写因子 Sox9と転写複合体を構
成する転写共役因子（コファクター）が軟骨細胞分化
の促進において重要であることを報告した6ﾝ9)．また，
成長因子TGF-βはその細胞内シグナル伝達因子であ
る Smad3を介して，軟骨細胞分化を調節していること
を明らかにした7)．
　一方，ヒトゲノムが解読され遺伝情報が明らかとな
った現在，DNAに組み込まれたジェネティックな情
報（DNAコード）を必要に応じて引き出すためのエ
ピジェネティックな（ジェネティックの上流という意）
転写制御機構（ヒストンコード）の存在が注目を集め
ている10,11)．通常，２本鎖DNAはヒストン８量体に巻
き取られ，凝集したクロマチン構造をとる．クロマチ
ンが凝集した状態では，その領域の遺伝子転写活性は
抑制されている．転写を活性化するためにはクロマチ
ン構造を弛緩させねばならず，そのためにはDNAを
巻き取っているヒストンがアセチル化される必要があ
ると考えられている12ﾝ14)．これまでに我々は，TGF-β
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の細胞内シグナル伝達因子である Smad3が，ヒストン
アセチル化活性をもつコファクター p300とともに
Sox9を介した転写活性を増強し，軟骨細胞分化を促進
することを報告した6,7)．また，p300が Sox9と転写複
合体を形成し，Sox9結合配列周辺のヒストンをアセチ
ル化することでクロマチン構造の弛緩が誘導され，
Sox9に制御される遺伝子の発現が活性化されるとい
うエピジェネティックな転写制御機構の一端を明らか
にした15)．しかし，軟骨細胞分化に必須とされるTGF-
βのエピジェネティックな転写調節機構については不
明であった．本研究では，in vitro クロマチン再構成
モデルを用いて，TGF-β刺激により活性化された
Smad3が，Sox9と p300を介したエピジェネティック
な転写制御機構にどのように関与しているのかを解析
した．
材料と方法
　SW1353細胞（ヒト軟骨肉腫細胞株）を用い，Sox9・
Smad3・Smad3 siRNA（si-Smad3)・p300・活性化型
TGF-β receptorⅠ［TβR-I（TD）］7)の遺伝子導入効果
を，ルシフェラーゼアッセイにより検討した．Sox9に
制御されるⅡ型コラーゲンプロモーター・エンハンサ
ー領域を含む pGL3-585E16)と Sox9結合配列を組み込
んだ12×48-pGL3-P15)をレポータープラスミドとした．
　クロマチンを再構成するために必要なタンパク
（NAP-1・ISWI・Acf-1）は，baculovirus を用いて Sf9
細胞に強制発現させ精製した15)．Sox9・Smad3/4・
p300は，FLAGタグを利用して同様に精製した15)．
Smad3/4は精製直前にTGF-β3処理を行うことで，
リン酸化された活性化型 Sma3/4複合体として精製し
た16)．コアヒストンはHeLa 細胞より抽出した15)．ク
ロマチン再構成に必要なタンパクとコアヒストンを
ATP存在下で環状プラスミド（12×48-pGL3-P）と反
応させ人工的にクロマチンとして再構成し，micro-
coccal nuclease（MNase）アッセイによりクロマチン
化の状態を評価した 16)．クロマチン化された12×
48-pGL3-P を，精製した Sox9・p300と 14C-アセチル
CoA（AcCoA）の存在下で反応させ，histone acetyl-
transferase（HAT）アッセイによりクロマチンを構成
するヒストンのアセチル化活性を定量した15)．In vitro
転写反応を進行させるための核抽出液は SW1353細胞
より回収した15)．クロマチン化された12×48-pGL3-P
を，精製した Sox9・Smad3/4・p300および SW1353細
胞核抽出液と，AcCoA存在下で反応させ，in vitro 転
写反応によりRNAを合成した．合成されたRNAに
特異的に結合する32P 標識プローブをアニーリングさ
せ，S1 nuclease 処理する（RNAに結合していない過
剰な１本鎖プローブは分解される）ことで，クロマチ
ン化されたプラスミドからの転写産物を定量的に評価
した16)．
結　　　果
１. TGF-β-Smad3経路による Sox9を介した転写増
幅作用
　pGL3-585Eを用いたルシフェラーゼアッセイにお
いて，Smad3は Sox9の存在下にレポータープラスミ
ドの転写活性を増強した（図１Ａ）．また，Smad3は
TGF-β刺激［TβR-I（TD）］依存性に Sox9を介した
転写活性を増幅した（図１Ａ）．12×48-pGL3-P を用い
た場合も同様に，Sox9・Smad3・TβR-I（TD）による
転写増強の相乗効果を認めた（図１Ｂ）．Smad3によ
る濃度依存性の転写増強効果は，si-Smad3により抑制
された（図１Ｃ，Ｄ）．
２. Sox9-p300-Smad3/4転写複合体によるヒストン
アセチル化とクロマチンからの転写活性化
　精製したNAP-1・ISWI・Acf-1とコアヒストンを
混合することで環状プラスミド（12×48-pGL3-P）は
クロマチン化され，MNase アッセイにより165bp リピ
ートが確認された（図２Ｂ）．ヒストンがDNA上に配
置されクロマチン化されたプラスミドでは，HATア
ッセイにおいて Sox9と p300がともに存在する条件で
のみヒストンのアセチル化が誘導された（図２Ｃ上
段）．また，in vitro 転写-S1 nuclease アッセイにおい
て，TGF-β刺激により活性化された Smad3/4を
Sox9・p300とともに添加することで，Sox9を介した
クロマチンからの転写発現が増強された（図２Ｄ）．
考　　　察
　TGF-βは，初期の軟骨細胞分化を誘導する重要な成
長因子であるが5)，肥大軟骨細胞の成熟をはじめとす
る後期分化を抑制することが知られている17)．同様に，
転写因子 Sox9は Sox5・Sox6とともにMSC凝集を
はじめとする軟骨細胞初期分化を誘導するが18)，肥大
軟骨細胞への後期分化を阻害する5)．しかし，軟骨細
胞分化におけるTGF-βと Sox9の両面的なはたらき
については，その詳細が不明であった．これまでに我
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々は，Smad3により Sox9-p300転写複合体の形成が促
進され，Sox9を介した転写発現が活性化されることを
報告した7)．本研究では，TGF-βと Sox9による軟骨
細胞分化誘導において，Smad3や p300を介してのエ
ピジェネティックな転写制御機構が存在することを証
明した（図２Ｄ）．また，Sox9に制御される遺伝子の
発現において，クロマチンからの転写発現が活性化さ
れるためには，ヒストンアセチル化をはじめとするヒ
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図１　Sox9を介した転写活性に対するTGF-βと Smad3の影響
(A，B）SW1353細胞を用いたルシフェラーゼアッセイ．Sox9存在下に，Smad3と活性化型TGF-β receptor I［TβR-I（TD)］によ
る転写増強効果を認めた．（C，D）Smad3による濃度依存性の転写増強効果は，Smad3に対する siRNA（si-Smad3）により抑制され
た．＊p＜0.05（Mann-Whitney U-test）．
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ストン修飾が重要であることを明らかにした（図２
Ｃ）．これらの結果から，軟骨細胞の分化段階に応じた
TGF-βと Sox9の両面的なはたらきは，Smad3や  
p300を介するクロマチン構造の変化に起因する可能
性が示唆された．
　本研究は，TGF-βがSmad3を活性化することを介
して，Sox9に制御される遺伝子の転写発現を，クロマ
チンレベルで調節していることをはじめて明らかにし
たものである．これらの結果は，TGF-βによるエピジ
ェネティックな軟骨細胞分化誘導が，ヒストン修飾に
励起されたクロマチンの構造変換により制御されてい
る可能性を示唆している．また，軟骨細胞分化の促進
においては，TGF-β-Smad3経路とは別にTGF-
β-MAPK経路の重要性についても指摘されており19)，
今後は Sox9転写複合体とMAPKの相互作用を解析
し，クロマチンからの転写発現をどのように調節して
いるのかを検討する必要がある．
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